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摘要 :【 目的】 次 激素 肉 二 醇 (, ) 在 养 椎 动物 中 通过 肉 激 素 受 体 (ER ) 调节 养 椎 动物 的 生长 发 育 和 
Sm, LR PHAR ER ,但 有 研究 显示 某 些 昆虫 能 对 下 , 产生 一 定 的 应 答 。 本 研究 在 明确 下 , 能 影 
响 家 看 Bombyx mori 卵黄 原 蛋 白 基因 (BmVe) 表 达 的 前 提 下 ,分 析 其 对 这 一 基因 表达 的 调控 机 制 。 
【方法 ] 取 BmVg HS ARIAM 0 KIM AD & (LK EG 60 h) 脂肪 体 ,用 不 同 浓度 (0.001, 0.05, 
0.5, 5 和 50 nmol/L) E, 处 理 后 ,通过 qRT-PCR 检测 BmVg 表达 的 变化 ,分 析 家 看 对 的 应 答 ; 克 
ERB RR LMA BY ( BmEcRB1) ,构建 原核 表达 载体 ,表达 并 纯化 BmEcRBI 蛋白 后 与 也 体 
外 铸 育 ,通过 微量 热 泳 动 仪 (MST) 分 析 E, 与 BmEcRBI 的 结合 情况 。【 结果】 不 同 浓 度 也 , YRS 
抑制 离 体 培养 的 唑 看 脂 肪 体 中 BmVg 基因 的 表达 。MST RER, E, 5 BmEcRBI 具有 一 定 的 亲 
和 力 , 解 离 常数 (Kd) 为 77.8 +22 pmol/L。【 结 论 ] 结 果 说 明 ,E, 对 BmVe 表达 的 影响 是 通过 与 赔 
皮 激素 (20E) 竞争 性 结合 BmEcRB1 实现 的 。 
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Regulation of the expression of vitellogenin gene by vertebrate estrogen 
and a microscale thermophoresis assay of its interaction with ecdysone 


receptors in the silkworm, Bombyx mori ( Lepidoptera: Bombycidae ) 
WANG Yong'^, PENG Chu-Yue'^, WU Jin-Xin', SHEN Guan-Wang', LIN Ying" * , XIA Qing-You' 
(1. State Key Laboratory of Silkworm Genome Biology, Southwest University, Chongqing 400716, 
China; 2. College of Biotechnology in Southwest University, Chongqing 400716, China) 

Abstract: [ Aim] Estradiol (E,), an estrogen hormone, regulates the growth and reproduction through 
estrogen receptors (ERs) in vertebrates. There is no ER in insects, but studies showed that some insects 
can respond to E,. In this study, the possible regulatory mechanisms of the expression of vitellogenin 
gene by E, was elucidated in the silkworm, Bombyx mori, after confirming that E, influenced the 
expression of BmVg in female larvae of the silkworm. [ Methods] The expression level of BmVg was 
detected in the fat body of female larvae (60 h after mounting) of B. mori after in vitro treatment with 
different concentrations of E,(0.001, 0.05, 0.5, 5 and 50 nmol/L) by qRT-PCR, and the response of 
the silkworm to E, was analyzed. The ecdysone receptor gene of B. mori (BmEcRB1) was cloned and its 


prokaryotic expression vector was constructed. The BmEcRBI protein was purified and incubated with E, 
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in vitro, and the binding characteristics of E, to BmEcRB1 were assayed by microscale thermophoresis 


(MST). [Results] Different concentrations of E, significantly inhibited the expression of BmVg of female 


larvae of B. mori after in vitro culture, and the inhibitory effect was more obvious with the increase of E, 


concentration. MST results showed that E, had a certain affinity with BmEcRBI , with the dissociation 


constant (Kd) value of 77. 8 + 22 pmol/L. [Conclusion] The results suggest that E, inhibits the 


expression of BmVg in the silkworm through competition with ecdysone to bind BmEcRBI. 


Key words: Bombyx mori; estradiol; ecdysone; vitellogenin; ecdysone receptor; gene expression; 


microscale thermophoresis ( MST) 














通常 所 说 的 峻 激素 主要 是 指 高 等 动物 (如 哺乳 
动物 ) 的 峻 激素 ,哺乳 动物 的 峻 激素 是 由 卵巢 和 黄 
体 分 刻 的 ,主要 包括 雌 二 醇 (estradiol，E; )、 雌 酮 和 
雌 三 醇 3 种 ,其 中 以 雌 二 醇 的 活性 最 强 。 在 哺乳 动 
物 中 , 雌 激 素 的 生物 学 功能 是 通过 其 受 体 (estrogen 
receptor, ER) 的 介 导 来 实现 的 ,最 终 表现 出 来 的 宏 
观 生 物 学 效应 主要 是 雌性 生殖 相关 的 功能 ,如 刺激 
附 性 需 官 的 发 育 和 成 熟 .激发 和 维持 第 二 性 征 以 及 
增进 两 性 细胞 的 结合 和 孕育 能 力 等 (Liu et al., 
2003; Huang et al., 2004; Heldring et al., 2007) 。 
随 着 高 灵敏 度 分 析 技 术 的 应 用 ,研究 发 现 除了 
疹 椎 动物 以 外 ,E, 在 部 分 无 脊椎 动物 中 同样 能 被 检 
测 到 (Mechoulam et al., 1984; Ohnishi et al., 1985; 
Denlinger et al., 1986; Bradbrook et al., 1990; Das, 
2016) , FF ie Xt HELE FCF HE oy BS AE BR eh i AE — 
定 的 影响 ( Rothschild and Ford, 1964a, 1964b; Amin 
and Bassiouny, 1979; Fujimoto et al., 1986; Stanley- 
Samuelson, 1987; Yocum et al., 1987; Keshan and 
Ray, 1998; Roy et al., 2007) ,随后 发 现 很 多 能 观测 
到 效应 的 疹 椎 动物 省 类 物质 浓度 都 明显 高 于 昆虫 中 
实际 浓缩 物 的 检测 量 ( Bradbrook et al., 1990) ,说 明 
昆虫 对 雌 激素 的 应 答 并 不 特异 ,没有 专门 供 其 发 挥 
功能 的 信号 通路 ,这 与 先前 报道 昆虫 中 没有 ER 是 
一 致 的 (Thornton et al., 2003) 。 昆 虫 对 雌 激素 的 应 
答 是 如 何 产生 的 呢 ? AAR Bombyx mori JE Jy BEA A 

























































































卵黄 原 和 蛋白 (vitellogenin，Vg) 是 一 种 雌性 高 量 
合成 的 蛋白 质 , 合 成 后 由 发 育 中 的 卵 母 细胞 通过 卵 
黄 原 蛋白 受 体 ( vitellogenin receptor, VER) 介 导 的 胞 
知 作 用 摄取 ,作为 将 来 胚胎 发 育 的 营养 物质 。 卵 生 
Aish rp, E, 通过 ER 诱导 Vg 的 表达 ( Kang et 
al., 2002; Arukwe and Goksgyr, 2003; Tada et al., 
2008; Zhao and Hu, 2012; Zhao et al., 2012) 。 如 
前 所 述 ,无 脊椎 动物 中 是 没有 ER Ry (Thornton et 
al., 2003) ,但 仍 有 研究 报道 E, 可 以 影响 某 些 无 兰 
椎 动 物 Vg 的 合成 (Tominaga et al., 2003; Novillo et 
al., 2005; Garcia-Alonso et al., 2006; Matozzo et al. , 
2008) 。 家 看 卵黄 原 蛋 白 基 因 (BmVg) 表 达 同 样 可 
以 受到 下 , 的 影响 (Yang et al., 2014b; Shen et al., 
2015) ,而 BmVg 的 表达 主要 由 赔 皮 激 素 (20E) 调控 
(Xu et al., 2014), 已 知 20E 与 它 的 核 受 体 EcR 和 
SEVER RBCS USP 在 细胞 核 内 形成 转录 复合 体 ， 
调控 Broad Complex (BR-C) ( Yang et al., 2014a) , 
bFTZ-F1, E74 ( Hiruma and Riddiford, 2001 ) 等 转录 
因子 的 表达 。 

E, 和 20FE 都 是 省 类 激素 ,研究 认为 省 类 激素 受 
体 在 进化 上 是 非常 保守 的 ,黄酮 ,木犀 草 素 、 榭 皮 素 、 
IP HEAR PPR ZR ^5 Be 53 86 RE Was TE Eb R h AC FESS UA 
或 者 相反 功能 的 物质 ,都 是 通过 EcR 实现 的 (Martinez 
et al., 1991; Oberdorster et al., 2001; Billas et al., 
2003 ) 。 家 看 中 的 E, 对 Vg 表达 的 影响 是 否 也 可 以 

































































昆虫 研究 的 模式 昆虫 ,关于 上 肉 激 素 对 家 看 生长 发 育 
的 影响 研究 则 相对 较 多 ( Das, 2016) : 早 在 1985 年 ， 
BF BOM TE AR AY OD SEP ACBL TER ZR (Ohnishi et 
al., 1985) ;2010 4A E Az XAUME x ec A DE BUD] 
AE XT 7) BR? AE Bj] T RS E TC Zk WC ( Yang et al., 
2010) ; A RAY E A EGE ALME ACER He S Is] e 
丝 腺 细胞 中 DNA 和 RNA 的 含量 (Keshan and Ray, 
1998) ,并 在 家 看 的 后 部 丝 腺 发 现 能 结合 肉 激 素 的 
和 蛋白 (Keshan and Ray, 2001) 。 那 么 ,是 否 真 的 有 这 
种 蛋白 存在 呢 ? 















































通过 EcR 来 实现 ?本 研究 用 E, 处 理 离 体 的 家 系 凤 
性 幼虫 脂肪 体 ,在 明确 E, 能 影响 BmVag 表达 的 前 提 
下 ,将 也 5 BmEcRB1 体 外 孵育 ,通过 微量 热 泳 动 仪 
(microscale thermophoresis, MST) 检测 它们 之 间 的 
亲和力 ,以 阐释 E, 对 BmVg 表达 影响 的 可 能 机 制 。 





























1 材料 与 方法 


1.1 tit Be 
ih ALEKA B. mori 大 造 ( p50) 品系 ,新 
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ERF Morus alba 室内 饲养 :温度 24 ~26 ,相对 湿 
度 70% ~ 80% , 光 周 期 12L: 12D, 由 西南 大 学 家 大 
基因 资源 库 提 供 。 
1.2 EREDAR 

将 15 头 上 族 后 60 h 的 肉 性 家 看 幼 虫 放 在 75% 
的 酒精 中 消毒 1 ~2 min ,再 在 灭 菌 蒸馏 水 中 洗 两 次 ， 
放 在 干净 的 滤纸 上 陈 干 后 解剖 ,取出 脂肪 体 放 入 昆 
虫 生理 盐水 中 ;脂肪 体 用 生理 盐水 漂洗 后 用 剪刀 剪 
RE ,转移 到 离心 管 中 ; 在 离心 管 中 加 入 少许 (3 ~5 
滴 )0.25% 胰 蛋 白 酶 ,37% 消化 5 min; 再 3 000 x g 
AC By 15 min, 弃 上 清 ;沉淀 用 适量 昆虫 生理 盐水 
漂洗 3 次 ;最 后 一 次 漂洗 离心 过 后 的 沉淀 用 15 mL 
无 血清 的 Grace 培养 基 ( 含 0.1% BY Tg BER A BE BE 
素 ) 打 散 , 混 匀 后 加 入 到 细胞 培养 板 中 ,每 孔 1 mL, 
根据 实验 所 需 添加 不 同 浓度 (0.001, 0.05, 0.5, 5 
和 50 nmol/L) 的 雌 激 素 ,3 次 平行 实验 ,重复 3 次 。 
培养 板 在 24C 无 菌 50 r/min 摇 床 震荡 培养 12 h 
后 ,将 培养 板 中 的 混合 物 倒 入 离心 管 中 ,13 000 x g 
4°C 离心 15 min ,收集 脂肪 体 保 存在 - 80°C 备用 。 
1.3 总 RNA 的 提取 及 cDNA 第 1 链 的 合成 

利用 TRIzol 试剂 (Invitrogen，USA ) 提取 1.2 节 
组 织 材料 总 RNA ,通过 分 光 光 度 计 ( Gene Spec V, 
HITACHI, Japan) 测定 RNA 浓度 进行 定量 。 采 用 M- 
MLV RERAN A (Invitrogen, Carlsbad, CA) 按照 
试剂 盒 操作 说 明 书 合成 cDNA 第 1 链 。 
1.4 qRT-PCR 检测 BmVg 的 表达 差异 

用 qRT-PCR 检测 BmVg mRNA 的 表达 水 平 ,上 
游 引物 F: S'-TTCGTACTGGCTCTTCTCGT-3'; F Jf 
引物 R: 5'-CAAAGTTGATAGCAATTCCCT-3', A& 
基因 BmTIF4A 的 上 游 引物 F: 5'-TTCGTACTGGCT 
CTTCTCGT-3' ,下 游 引物 R: 5'-CAAAGTTGATAGC 
AATTCCCT-3', iX Ñ]: SYBR Premix ExTaqTM 
(TaKaRa Biotech, Japan), fX z& ABI StepOne v2. 1 
Sequence Detection System ( Applied Biosystems) 。 反 
应 体系 : SYBR 10 uL, Rox 0.4 pL, KHK 6 pL, 引 
W 1.6 kL, 模 板 2 pL, 体 系 配 好 后 ,3 000 x g 离心 5 
min。PCR 实验 在 ABI 7500 Fast Real-Time PCR 
System (Applied Biosystems) 仪器 上 完成 。 
1.5 BmEcR 全 长 克隆 和 原核 表达 

根据 NCBI 上 登录 的 BmkcRB1( 登录 号 : NM_ 
001043866. 2) 的 核酸 序列 设计 全 长 克隆 引物 。 上 游 
51% F: 5'-CCGgaattcATGAGAGTCGAGAACGTGGAT 
AACG-3' (小 写 碱 基 序列 为 EcoR T 酶 切 位 点 ) ,下 游 
引物 R: 5'-CCCaagcttCTATAGCACCACCGGGTTGG 













































































TG-3'( 小 写 碱 基 序列 为 Hind M 酶 切 位 点 ) ; LA E 3A 
后 60 h 的 家 看 幼虫 脂肪 体 cDNA 为 模板 克隆 全 长 
BmEcRBl, PCR 反应 体系 : ExTaq™ DNA 聚合 酶 
0.2 uL, 10 x 扩 增 buffer 2.5 uL, dNTP Mix( 各 2.5 
mmol/L) 2.5 uL, ER I5] 7| 2 (10 pmol/L) 各 1.0 
pL, cDNA 模板 2.0 uL, KEK 16.3 pL, RIA 
件 : 95C 3 min; 95° 5 s, 60% 30 s, 72 60 s, 30 
个 循环 ,72%C 10 min。 将 克隆 得 到 的 DNA 片段 回收 
进行 TA 克隆 后 测序 验证 后 进一步 通过 亚 克 隆 将 目 
的 基因 克隆 到 原核 表达 载体 pCold-sumo 上 。 

1.6 BmEcRB1 原核 表达 和 纯化 

1.6.1 小 量 诱导 :转化 :将 连接 BmEcRBY 基因 的 质 
粒 和 空 载体 pCold-sumo 分 别 转化 到 BM Rosetta 
(DE3) 和 BL21 感受 态 细胞 中 ,然后 分 别 将 转化 了 
质粒 的 菌株 长 出 的 菌 斑 挑 到 5 mL 含 卡 那 霉 素 的 培 
养 基 中 ,37%C 220 r/min 过 夜 培养 。 扩 大 培养 :(1) 
将 过 夜 振荡 培养 的 戎 液 1 mL 加 入 到 9 mL RAB BE 
KHI LB 培养 基 中 ,在 摇 床 37Y 220 r/min 培养 至 
OD 值 为 0.6 ~1.0 之 间 ;(2) 将 初始 浓度 为 0.1 
mol/L 的 IPTG 加 入 到 8 管 (包括 含 空 载 体 的 菌株 ， 
作对 照 ) piri vj (fit IPTG 终 浓 度 分 别 为 0.2, 0.4, 
0.6 和 0.8 mmol/L) ,然后 置 于 16, 25 和 37 CH Yt 
度 梯度 下 诱导 12 h ,将 诱导 后 的 菌 液 用 超速 离心 机 
于 4%C 8 000 r/min 离心 10 ~15 min, 3€ E TÉP , WE K 
体 ;(3) 向 收集 的 菌 体 中 加 入 1 mL binding buffer ,使 
PAA EC ,将 混 匀 的 菌 液 全 部 吸入 1.5 mL 的 离心 管 
中 ,放置 在 4% 暂 时 保存 ;(4) 用 超声 破碎 仪 以 21% 
的 功率 ,破碎 1 s, 停 止 3 s, 破 碎 8 ~12 min; (5 ) 破 碎 
后 菌 液 用 超速 离心 机 于 4% 14 000 r/min 离心 20 
min ,将 上 清 液 转移 到 另 一 离心 管 中 ,沉淀 用 100 pL 
Binding buffer 重 悬 ;(6)SDS-PAGE 检测 重组 蛋白 的 
表达 情况 。 

1.6.2 大 量 诱导 和 纯化 :(1) 将 10 pL 表达 目的 蛋 
日 的 菌 液 加 入 到 20 mL LB 培养 基 ( 含 卡 那 霉 素 ) 
中 ,37C 振 荡 培养 过 夜 ;(2) 将 4 mL 过 夜 培养 的 菌 
液 加 入 到 400 mL LB 培养 基 ( 含 卡 那 霉 素 ) P 37°C 
荡 培 养 2 h 左右 ,使 阔 液 的 OD 值 大 概 在 0.6 ~1.0 
之 间 ;(3) 根 据 上 一 步 所 得 小 量 诱导 的 条 件 ,每 400 
mL RINA 0.4 mL 浓度 为 0.1 mol/L IPTG, 25% 振 
荡 培 养 10 h;(4)4% 6 000 r/min 离心 30 min, E 
清 ;(5) 每 400 mL 菌 分 别 用 100，80 和 40 mL 
Binding buffer 清洗 ,4% 6 000 r/min 离心 30 min , 弃 
上 清 ;(6) 用 30 mL Binding buffer 悬 菌 体 , 将 重 悬 
液 转移 到 50 mL 离心 管 中 ,在 液 所 中 反复 冻 融 3 次 ; 
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(7) 超 声波 破碎 ,破碎 1 s, 停 止 3 s, 功 率 50% ,30 
min ; (8) 破碎 后 菌 液 用 超速 离心 机 于 4%C 10 000 r/ 
min 离心 30 min;(9) 将 上 清 贮 存 于 -20% 用 ,并 利 
FABRE ,通过 亲 和 层 析 对 所 得 蛋白 进行 纯化 。 
1.7 微量 热 泳 动 实验 检测 E, 和 BmEcRB1 的 结合 
按 前 人 的 研究 中 所 述 方法 (Wienken et al., 
2010; de Sousa et al., 2015) 测定 BmEcRBI 与 20E 
ALE, 的 结合 情况 。 在 磷酸 盐 缓 冲 液 中 用 NT-647- 
NHS 严 光 染料 对 家 竺 的 EcRBI 蛋白 进行 定量 荧光 
标记 (使 用 Monolith NT Protein Labelling Kit ,根据 说 
明 书 进行 ) ,确保 BmEcRBI 蛋白 的 浓度 恒定 在 100 
nmol/L, 用 相同 的 缓冲 液 稀 释 激素 ,E, 浓度 分 别 为 
0.31, 0.61, 2.44, 4. 88, 9.77, 19. 53, 78. 13, 
156.25, 312.50 和 625. 00 ymol/L;20E 的 浓度 分 别 
为 0.03, 0. 06, 0. 12, 0.24, 0.98, 1.95, 3.91, 
7.81, 15.63, 31.25, 62. 50 和 125. 00 pmol/L, £A 
后 将 标记 的 BmEcRBI1 溶液 与 不 同 浓度 的 20E M E, 
按照 1:1(wv) 混 合 ,10 min 后 ,利用 NT. 115 毛细 管 









































相对 表达 量 








0.001 0.05 


(NanoTemper Technologies, Munich, Germany ) 填充 
反应 溶液 ,随即 在 LED 功率 50% 和 40% 的 微 泳 热 
泳 动 仪 ( MST) 功 率 下 测量 热 泳 。 通 过 使 用 NTA 分 
析 软 件 (NanoTemper) 确定 解 离 常 数 (Kd)。 
1.8 数据 统计 分 析 

采用 Microsoft Excel 2013 计算 平均 值 和 标准 
差 , 使 用 其 自 带 软件 进行 二 检 验 , 显 背 性 检验 水 平 
P «0.05, 
































2 结果 


2.1 E, 抑制 家 和 大肉 性 幼虫 脂肪 体 中 Bm Vg 的 表达 

HERS 60 h 的 家 看 肉 性 幼虫 脂肪 体 ( 此 时 内 
源 的 BmVg 开始 高 量 表达 ) 离 体 培养 ,与 E, 孵育 12 
h 后 ,qRT-PCR 检测 BmVe 的 表达 差异 ,发现 与 对 昭 
(DMSO) 相 比 , 相 对 高 浓度 (0.5, 5 和 50 nmol/L) f] 
E, 显著 抑制 了 BmVg 基因 的 表达 (图 1)。 
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图 1 qRT-PCR 检测 上 肉 二 醇 (E,) 对 上 蔬 后 60 h REMEE UR RP BmVe 表达 的 影响 


Fig. 1 

















Influence of estradiol ( E, ) on the expression of BmVg in the fat body of female larvae (60 h after mounting) 


of Bombyx mori detected by qRT-PCR 
RAE MEE A "EUIS DIE 0. 001, 0.05, 0.5, 5 和 50 nmol/L E; 离 体 处 理 12 h 后 ,qRT-PCR 检测 雌性 家 等 脂 肪 体 中 BmVe 的 表达 变化 。 图 中 数据 
为 平均 值 + 标 准 差 (n =3), 星 号 表示 处 理 组 与 对 照 组 间 差 异 显著 (P<0.05, t 检验) The expression level of BmVg was detected by qRT-PCR 
after the fat body of female larvae of B. mori was subjected to in vivo treatment with 0.001, 0.05, 0.5, 5 and 50 nmol/L E, for 12 h. All values in the 























figure are represented as mean + SD (n 23) , and the asterisk above bars indicates significant difference at the 0.05 level (t test). 


2.2 BmEcRB1 基因 的 全 长 克隆 和 原核 表达 载体 
构建 

为 分 析 E, 对 脂肪 体 中 BmVe 基因 表达 的 抑制 
是 否 与 BmEcRBI AK, VA bik 60 h AY zc Ae WEE A 











电泳 检测 在 1 800 bp 出 观察 到 明显 条 带 (图 2) ,说 
明 BmEcRB1 原核 表达 载体 构建 成 功 。 
2.3 BmEcRB1 的 原核 表达 和 纯化 

将 构建 好 的 pPcold-Sumo-BmEcRB1 重组 质粒 转 























虫 脂 肪 体 cDNA 为 模板 ,通过 PCR 获得 了 长 度 在 
1 800 bp 左右 的 片段 ,回收 该 条 带 进行 TA 克隆 后 ， 
测序 确认 所 得 PCR 产物 即 为 目的 基因 BmEcRB1 , 进 

步 通过 亚 克 隆 将 BmEcRBI 克隆 到 原核 表达 载体 
pcold-sumo 上 ,质粒 用 EcoR I 和 Hind M RDA, 


























至 大 肠 杆 菌 表达 菌株 BM Rosetta 中 ,阳性 菌株 用 
0.2 和 0.6 mmol/L IPTG 在 16°C 培养 12 h 后 ,收集 
菌 体 超声 破碎 后 ,将 所 得 上 清和 沉淀 蛋白 进行 SDS- 
PAGE 检测 发 现 约 95 kD 处 的 上 清和 沉淀 中 均 能 观 
察 到 特异 条 带 ( 图 3: A). 
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图 2 BmEcRB1 全 长 cDNA 克隆 (A) 和 原核 
表达 载体 构建 (B) 
Fig. 2 Cloning of full-length cDNA of BmEcRB1 (A) 





and construction of the prokaryotic 
expression vector ( B) 
M: DNA Marker; 1; BmEcRB1 的 PCR 产物 PCR product of 
BmEcRBl ; 2: 重组 质粒 Recombinant plasmid; 3; EcoR | /Hind M 
双 酶 切 载体 产物 Restriction digestion product of recombinant plasmid 
by EcoR Į /Hind Ill. 
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一 步 在 BM Rosetta 菌株 中 16°C 0.2 mmol/L 

IPTG 条 件 下 大 量 诱导 BmEcRBI 表达 ,将 上 清 中 的 
总 蛋白 用 镍 柱 进行 纯化 :用 不 同 浓度 的 咪唑 进行 洗 
脱 时 ,200 和 500 mmol/L 的 咪唑 能 将 绝 大 部 分 的 
BmEcR Bl 蛋白 从 镍 柱 上 洗 脱 (图 3: B)。 将 200 
mmol/L 的 咪 只 洗 脱 的 蛋白 样品 经 过 超 滤 后 置换 成 
磷酸 盐 缓 冲 液 , 10 倍 稀释 后 利用 His 抗体 进行 
Western blot 检测 ,结果 在 对 应 位 置 均 能 检测 到 特异 
的 目的 条 带 (图 3: C) ,说 明 纯 化 后 得 到 的 蛋白 即 为 
BmEcRB1 , 
2.4 E, 5 BmEcRBI 的 结合 特征 分 析 

利用 微量 热 泳 动 仪 分 别 检测 BmEcRB1 结合 E, 
fil 20E 的 热 泳 动 曲线 。 激 素 加 入 后 , 随 着 热 激 的 开 
始 ,不 论 是 E, 组 还 是 20E 组 ,标记 BmEcRB1 的 荧光 
都 在 减弱 , 热 击 停止 以 后 迅速 回升 ,表明 BmEcRBI 对 
E, (图 4: A) 和 20E( 图 4: B) 都 有 亲和力 。 

进一步 通过 归 一 化 奕 光 Fnorm = Fhot/Fcold 绘 
制 Fnorm 对 了 不 同 浓度 的 对 数 曲线 获得 BmEcRB1 
对 E,( 图 5: A) 和 20E( 图 5: B) 的 S 形 结合 曲线 ， 
利用 MST 仪器 数据 分 析 软 件 拟 合 后 得 到 BmEcRBI 
5 E, 的 解 离 常 数 ( Kd) 为 77.8 +22 pmol/L, 5 20E 
的 Kd 值 为 5. 41 + 0. 942 jmol/L, 表 明 E, 结合 
BmEcRBI 亲和力 比 20E 的 略 弱 。 
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图 3 BmEcRBI 的 原核 表达 和 纯化 
Fig. 3 Prokaryotic expression and purification of BmEcRB1 








A: 16C F, 0.2 和 0.6 mmol/L IPTG 诱导 后 











哗 洗 脱 后 








后 SDS-PAGE 检测 Detection of the recombinant protein in supernatant after elution with 20, 50, 


K k P Æ H SDS-PAGE 检测 Detection of the recombinant protein after induction with different 
concentrations of IPTG (0.2 and 0. 6 mmol/L) at 16°C by SDS-PAGE; B: 大 量 诱导 表达 后 ， 


菌 体 上 清 蛋 白 经 20, 50, 100, 200 #11500 mmol/L 的 咪 


100, 200 and 500 mmol/L imizadole, 





respectively, by SDS-PAGE; C: 纯化 蛋白 脱盐 后 的 Western blot 检测 Western blotting of the recombinant protein after desalinized. M; 蛋白 分 子 量 标 
MÈ Protein molecular weight marker; V; 空 载体 Vector without target gene; S; 上 清 Supernatant; P: 沉淀 Precipitation; F; 流出 液 Flow-through. 
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Fluorescence 


Fluorescence 


hot region: Hot Start=4.48, HotLength=0.98; cold region: Cold Start=34.58, Cold Length=0.98 
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图 4 微量 热 泳 (MST) 测 定 BmEcRBI 对 E,(A) 和 20E(B) 的 热 泳 动 曲线 


Fig. 4 Thermophoresis curves between BmEcRB1 and E,(A) or 20E (B) detected by microscale thermophoresis (MST) 
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Al5 BmEcRBI 与 已 (A) 和 20E(B) 的 热 泳 归 一 化 荧光 拟 合 曲线 


Normalized fluorescence fitting curves of thermophoresis between BmEcRBI and E,(A) or 20E (B) 
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外 ,环境 雌 激 素 是 近年 来 研究 的 热点 之 一 ,由 于 不 容 
3 讨论 易 被 生物 降解 ,因此 极 易 通过 食物 链 在 生态 系统 内 


BmEcRB\ 基因 全 长 1 812 pp, 预测 分 子 量 大 小 
约 为 68 kD ,本 研究 中 SDS-PAGE 发 现 ,所 得 蛋白 大 
约 90 kD, 除去 16 kD H SUMO 标签 以 外 ,实际 分 子 
量 比 预 测 大 了 约 5 kD 左右 ,这 可 能 是 BmEcRBI £& 
白 在 大 肠 杆菌 中 被 修饰 的 缘故 。 预 实验 发 现 SUMO 
RAG E, M 20E 都 没有 结合 ,考虑 到 BmEcRBI 容 
易 降解 ,所 以 本 研究 在 结合 实验 中 ,没有 切除 SUMO 
蛋白 。 

微量 热 泳 动 技 术 是 近年 来 兴起 的 能 精确 检测 生 
物 分 子 间 相互 作用 的 一 种 技术 (Jerabek-Willemsen 
et al., 2011; Seidel et al., 2013; Mao et al., 2015) 。 
其 生物 物理 学 背景 已 经 有 了 广泛 的 报道 。 利 用 
MST 技术 研究 蛋白 质 及 小 分 子 相互 作用 的 研究 也 
早已 展开 ( Wienken et al., 2010)。 本 研究 利用 MST 
实验 发 现 BmEcRB1 对 E; 亲和力 不 如 对 20E 那么 
高 ,但 确 有 结合 。 

家 看 的 赔 皮 激素 受 体 有 两 种 亚 型 一 一 BmEcRA 
和 BmEcRBI ,文献 报道 家 盔 幼 虫 到 肾 的 变态 期 脂肪 
体 中 表达 的 主要 是 BmEcRBI ( Kamimura et al., 
1997) ,考虑 到 BmVa 也 主要 是 在 变态 期 中 的 脂肪 体 
中 表达 ,所 以 本 研究 分 析 BmEcRB1 与 E, 的 亲 和 
力 。 本 实验 室 之 前 的 研究 (Shen et al., 2015) 以 及 
本 研究 明确 在 家 鼻 雌 性 幼虫 中 BmVe 的 转录 是 受到 
E, 抑制 的 , 而 家 看 BmVg 表达 受到 20E 诱导 ， 
BmEcRB1 对 E; 也 具有 亲和力 ,说 明 在 没有 ER 的 
KÆ , E, 对 BmVe 表达 的 抑制 很 可 能 是 上 , 通过 
与 20E 竞争 性 结合 BmEcRBI 实现 的 :BmEcRB1 与 
E, 结合 后 , 相当 于 间接 降低 了 与 20E 结合 的 
BmEcRB1 含量 ,最 终 导 致 BmVe 的 表达 下 降 。 先 前 
有 人 研究 者 将 家 盔 后 部 丝 腺 的 核 蛋 白 与 FE, 孵育 ,发 现 
家 看 后 部 丝 脲 的 核 蛋 白 中 有 能 结合 E, 的 蛋白 
(Keshan and Ray, 2001), BAO A s ihe E B 
WIS CR Ses 388 DS S HASTA 3H , PE PLUS 
者 之 间 能 发 生 相互 作用 (Swetha et al., 2016) ,这 与 
本 文 报道 的 结果 是 一 致 的 。 

咨 椎 动物 举 类 性 激素 ( 雄 激素 和 唆 激 素 ) 在 无 
疹 椎 动物 (尤其 是 昆虫 中 ) 的 研究 由 最 初 的 检测 到 
这 些 委 类 物质 存在 ,到 后 来 发 现 某 些 无 脊 椎 动物 能 
向 应 兰 椎 动物 的 性 激素 ( 沈 关 望 等 , 2014 ) ,但 对 于 
这 些 兰 椎 动物 省 类 物质 在 无 脊椎 动物 中 存在 的 原因 
及 其 产生 生理 效应 的 分 子 机 制 至 今 未 见报 道 。 另 

































































































































































进行 生物 富 集 ,环境 中 不 易 测 出 的 微量 或 痕 量 雌 激 
素 经 过 3 ~4 个 营养 级 的 富 集 即 可 达到 惊人 的 浓 
度 。 环 境 肉 激素 对 一 些 水 生 无 消 椎 动物 生长 发 育 的 
影响 已 经 有 了 较 广 泛 的 研究 (Tyler et al., 1996; 
Tada et al., 2008; Zhao and Hu, 2012) ,而 这 些 水 生 
无 脊椎 动物 多 数 作 为 其 他 水 生生 物 的 食物 ,经 过 一 
系列 的 生物 富 集 ,最 终 可 能 影响 到 人 类 的 健康 。 然 
而 目前 对 无 疹 椎 动物 应 答 痊 椎 动 物 激素 的 内 在 机 制 
尚 不 其 明 , 本 研究 在 一 定 程度 上 揭示 了 昆虫 响应 疹 
椎 动物 雌 激素 的 信和 号 通路 ,为 环境 肉 激 素 对 无 脊椎 
动物 生理 过 程 的 影响 提供 了 思路 。 
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